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RESUMEN:

Titulo: Efecto de la simvastatina sobre los mediadores inflamatorios: IL-1, IL6 y TNF-a; y
la expresion de Rho A, en el cultivo primario de células mesoteliales peritoneales (CMP) de
pacientes en didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) y transporte peritoneal alto
(TPA).

Objetivo: Determinar el efecto de la simvastatina sobre la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6, y TNF-a; y sobre la expresion de Rho A, por las CMP (cultivo
primario) de pacientes en DPCA con TPA. El objetivo secundario fue cuantificar la
transmigracion de macrofagos peritoneales a través de un Sistema Transwell.

Material y Métodos: En pacientes de 18 a 55 afios de edad, portadores de insuficiencia
renal cronica (IRC) en programa de DPCA, se cultivaron CMP y se observo la
transmigracion de macrofagos con y sin Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos-
Macrdéfagos recombinante humano (rhGM-CSF).

Resultados: El conteo celular se llevé a cabo por citometria de flujo mediante el anticuerpo
anti-CD64, encontrandose una mayor migracion con el uso de rhGM-CSF, p = 0.00109.
Conclusion: ElI rhGM-CSF aumenta la migracion de macréfagos peritoneales de los
pacientes en DPCA en un sistema Transwell con células mesoteliales.

Palabras clave: Peritoneal dialysis, mesothelial cells, IL-1, IL-6, TNF-a, rhGM-CSF



ABSTRACT:

TITLE: Effect from simvastatin on inflamatory mediators: IL-1, IL6, and TNF-a; and
expression of Rho A, in primary culture of peritoneal mesothelial cells (PMC) from patients
with ambulatory continous peritoneal dyalisis (ACPD) and high peritoneal transport (HPT).
OBJECTIVE: To determine the effect from simvastatin on secretion of IL-1, IL-6, and
TNF-a; and espression of Rho A, by PMC (primary culture) from patientes with ACPD.
The secondary objective was cuantifying transmigration of peritoneal macrophages by a
Transwell system.

MATERIAL AND METHODS: In patients from 18 to 55 years old, carriers of chronic
renal failure (CRF) in ACPD, PMC were cultured and transmigration of peritoenal
macrophages, with and without recombinant human Granulocyte-Magrophage Colony
Stimulant Factor, was observed (rhGM-CSF).

RESULTS: The cellular quantification was made by cytometry using anti-CD64, finding
larger migration with rhGM-CSF, p = 0.0019.

CONCLUSION: The rhGM-CSF increases the migration of peritoneal macrophages from
patients in ACPD in a Transwell system with mesothelial cells.

KEY WORDS: Peritoneal dialysis, mesothelial cells, IL-1, IL-6, TNF-a, rhGM-CSF



INTRODUCCION

La didlisis peritoneal es una de las terapias de reemplazo de la funcién renal mas
ampliamente utilizadas en el Instituto para el manejo del paciente urémico, representando el
25% de la poblacion sometida a este tipo de terapia (1). Y aunque esta modalidad de
tratamiento ha permitido que el paciente urémico mejore sustancialmente su calidad de
vida, su uso ha sido limitado debido fundamentalmente a episodios de peritonitis y al
deterioro morfoldgico y funcional progresivo que presenta el peritoneo después de varios
afios de didlisis (1;2), deterioro manifestado por un incremento progresivo del transporte de
solutos de bajo peso molecular, por una reduccion del gradiente de concentracion vy,
eventualmente, por una insuficiencia en la capacidad de ultrafiltracion peritoneal. De
acuerdo a la prueba de equilibrio peritoneal (PEP), a este subgrupo de pacientes se les
considera como transportadores altos (transportadores rapidos) y constituyen hasta un 50%
de la poblacion de los pacientes en didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) de
larga evolucion (3). Estos pacientes registran una mortalidad aproximada de 40 a 70%, a 5
afios, cuando se les compara con los grupos de transportadores normal y bajo.
Irremediablemente, este grupo de pacientes pasara a hemodidlisis definitiva, lo cual
incrementa el costo en su tratamiento (4).

Segln su clasificacion en tratamientos sustitutivos, el costo de la atencion de la
insuficiencia renal cronica en didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA), en didlisis
peritoneal intermitente (DPI) y en hemodialisis (HD) son cada vez més elevados. Para los
programas de dialisis peritoneal y hemodialisis del IMSS, por ejemplo, en 2002 se registrd
un total de 22,914 pacientes, lo que significd un incremento del presupuesto para la

atencion de estos pacientes de un 75% mas que en 1993, un 18% mas que en 2000 y un 9%



mas que en 2001. Este incremento continuo provocarad que, en menos de 10 afios, las
instituciones hospitalarias ocupen mas del 80% de su presupuesto para el manejo de
pacientes con Insuficiencia renal crénica (IRC), mediante el uso de algun procedimiento
dialitico. El inevitable y sombrio futuro déficit presupuestario destinado a la atencién de
estos pacientes justifica plenamente la busqueda urgente de alternativas terapéuticas para

estos padecimientos.

Las caracteristicas de los pacientes con transporte peritoneal alto no son compartidas
con el resto de grupos clasificados con transporte promedio o bajo, pues las anormalidades
morfologicas del peritoneo que presenta este grupo de pacientes se caracterizan por fibrosis
intersticial, expansion variable de la matriz extracelular y dafio a la microvasculatura
peritoneal, manifestada por engrosamiento y duplicacion de la membrana basal, fibrosis,
hialinizacion de la media y neovascularizacion importante, asi como pérdida parcial o total

de las células mesoteliales (5).

Por otra parte, las anormalidades funcionales de los transportadores altos se
manifiestan en un aumento progresivo de la superficie efectiva peritoneal, en un transporte
alto de solutos de bajo peso molecular debido a la desaparicion progresiva del gradiente
osmotico, y a una capacidad disminuida de la ultrafiltracién, con la consiguiente retencion de
liquidos, hipertension arterial, absorcion aumentada de glucosa, hiporexia e hiperinsulinemia

2, 3).

Los mecanismos fisiopatolégicos y moleculares involucrados en una ultrafiltracion
insuficiente asociados a la dialisis peritoneal cronica, los que ocurren ain en ausencia de

episodios de peritonitis, no se conocen plenamente (2). Sin embargo, y de acuerdo a estudios



en animales y humanos a los que se les ha efectuado dialisis peritoneal, se ha asociado la
exposicion cronica del peritoneo a la glucosa del dializante, a la acumulacion de productos
finales de glucosilacion avanzada (AGES) y a sus precursores carbonilos, encontrados en el
peritoneo, que estimulan la quimiotaxis de monocitos, la apoptosis y la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias por los macrofagos, tales como la Interleucina 1 (IL-1) y el Factor de
Necrosis Tumoral - alfa (TNF-a), citocinas que, a su vez, activan el factor nuclear kappa-beta
(NF-xB), considerado como una molécula que amplifica y perpetda los mecanismos de
inflamacidn a través de la activacion coordinada de varios genes inflamatorios, ademas de la
proliferacion de células musculares lisas vasculares y la estimulacion del factor de
crecimiento vascular del endotelio (VEGF), el cual, cuando interactia con la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS), a nivel endotelial, ocasiona que el oxido nitrico (NO)
estimule la angiogénesis e incrementa la permeabilidad vascular, todo lo cual aumenta el area

de superficie efectiva peritoneal y deteriora la ultrafiltracién peritoneal (6-8).

En 1730, James Douglas hizo la primera descripcion moderna del peritoneo humano
caracterizandolo como una fina capa de células mesoteliales adosada a una membrana basal
y al tejido conectivo de diferente grosor, en el cual se encuentran macrofagos, fibroblastos,

adipocitos, capilares, vasos linfaticos y fibras nerviosas (1).

El peritoneo humano es un 6rgano muy delgado, de 30 a 40 micras de grosor, su
principal funcion es reducir la friccion entre las visceras de la cavidad abdominal, aunque
también hay que destacar su capacidad para el intercambio de liquidos y solutos como la
urea, la creatinina y electrélitos, que se encuentran entre los capilares peritoneales y la

cavidad peritoneal (2; 3).



Desde hace tiempo, se conoce que las distintas estructuras peritoneales juegan un
papel importante en el mantenimiento de la anatomia y fisiologia peritoneal actuando a través
de la liberaciéon de sustancias tales como fosfolipidos, colageno, elastina, proteoglicanos,
fibronectina, interleucinas, factores de crecimiento y prostaglandinas, cuyas interacciones

modifican continuamente las propiedades fisicoquimicas del peritoneo (3; 5).

En los pacientes con IRC sometidos a didlisis peritoneal, frecuentemente la
exposicion reiterada a soluciones de dialisis acidas, hiperosmoticas e hiperglucémicas,
ocasiona inflamacion cronica y dafio al peritoneo, el que progresivamente se denuda de
células mesoteliales y genera su transdiferenciacion mesenquimal hacia fibroblastos (4).
Estos cambios estructurales parecen ser la principal causa del fracaso en la ultrafiltracion.
Estas alteraciones morfoldgico-funcionales pueden verse aceleradas, ademas, por episodios

severos de peritonitis 0 hemoperitoneo (5-8).

En la literatura se han descrito algunas técnicas para la caracterizacion de las células
mesoteliales, las cuales han proporcionado mucha informacién en cuanto a su fisiologia. Las
técnicas para su caracterizacion incluyen citometria de flujo, evaluacion morfoldgica,
evaluacion bioquimica en donde se determinan proteinas del citoesqueleto (incluyendo el
antigeno ligado al factor VIII), contenido celular de lipidos, produccion de prostaglandinas y
fosfolipidos (9). Estas técnicas han podido determinar que estas células ocupan el 5% de la
poblacion celular del peritoneo y que se caracterizan, tanto morfoldgica, histoquimica y
ultraestructuralmente, por ser multipolares y con multiples elongaciones, adquiriendo forma
poligonal en cultivo cuando llegan a la confluencia. Mediante microscopia electrénica se ha
visto que estas células poseen microvellosidades en su membrana celular, ademas de contar

con mdltiples vesiculas citoplasmaticas. Se ha demostrado también, mediante



inmunohistoquimica, que las células mesoteliales peritoneales poseen vimentina,
citoqueratina y fibronectina; con lo que se comprueba su origen compartido con las células

endoteliales y mesodéermicas (10).

Se ha comprobado, asimismo, que estas células secretan citocinas pro-inflamatorias,
como las IL-1, IL-6, IL-12; el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de
crecimiento transformante - beta (TGF-B) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
asi como el VEGF. Estos elementos contribuyen a la inflamacion cronica peritoneal y al

incremento de la matriz extracelular y vasodilatacion de los capilares peritoneales (11-14).

Los factores esenciales para el crecimiento y la diferenciaciéon comprenden
transferrina, insulina y dexametasona (o hidrocortisona). Las concentraciones necesarias de
insulina superan en gran medida las necesarias para una respuesta fisioldgica, probablemente
debido a que las células cultivadas degradan la insulina. Otras hormonas que han mostrado
una funcion mitégena o trofica, en cultivos de células mesoteliales peritoneales, son la
aldosterona, las hormonas tiroideas, la vasopresina, la toxina del cdlera, la prostaglandina E2

(PGE2) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (15).

La diéalisis peritoneal (DP) es una de las terapias de reemplazo renal mas ampliamente
utilizadas en el manejo del paciente urémico, en donde hasta el 15% de la poblacion mundial
con insuficiencia renal cronica se encuentra sometida a este tipo de terapia (16). Esta
modalidad de tratamiento ha tenido limitaciones en su uso, debido al deterioro morfoldgico y
funcional progresivo que sufre la membrana peritoneal expuesta cronicamente a una solucién
dializante después de varios afios (2), asi como a episodios de peritonitis de repeticion, todo

lo cual conlleva los riesgos de un incremento progresivo del transporte de solutos de bajo



peso molecular, reduccion del gradiente de concentracion y, eventualmente, a insuficiencia
en la capacidad de ultrafiltracion peritoneal, caracterizada principalmente por retencion de
liquido, lo cual provoca incremento en el volumen intravascular e hipertension arterial, asi
como deterioro de la funcion miocérdica. Los fagocitos mononucleares constituyen las

células predominantes en el liquido de dialisis cronica (16).

Las anormalidades morfologicas del peritoneo de los pacientes trasportadores altos, se
caracterizan principalmente por fibrosis intersticial, expansién variable de la matriz
extracelular y dafio a la microvasculatura peritoneal, manifestada por engrosamiento y
reduplicacion de la membrana basal, fibrosis, hialinizacion de la media y neovascularizacion
importante, asi como por pérdida parcial o total de las células mesoteliales (17). La pérdida
de la funcidon del peritoneo se caracteriza por morbi-mortalidad elevada, desnutricion
progresiva, complicaciones cardiovasculares severas, hospitalizaciones frecuentes, mayor
atencion médica y costos elevados (3); siendo imperativo idear terapias que logren atenuar el

dafo peritoneal que se presenta en los pacientes sometidos a dialisis peritoneal (4).

No se conocen plenamente los mecanismos fisiopatoldgicos y moleculares
involucrados en la ultrafiltracion insuficiente asociados a la dialisis peritoneal cronica de
pacientes transportadores altos, los que suceden incluso en ausencia de episodios de
peritonitis (18). Sin embargo, tanto en estudios en animales como en humanos sometidos a
dialisis peritoneal, han asociado este dafio a la exposicion cronica del peritoneo a la glucosa
del dializante, a la acumulacién de AGEs y a sus precursores carbonilos encontrados en el
peritoneo; los cuales estimulan la quimiotaxis de monocitos, la apoptosis, la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias por las células mesoteliales peritoneales y macrofagos, como IL-

1, IL-6 y el TNF-a.. Estas citocinas, a su vez, activan al NF-xB, el cual se considera como



una molécula que amplifica y perpetia los mecanismos de inflamacion a través de la
activacion coordinada de varios genes que gobiernan los procesos de inflamacidn, incidiendo
por ello en la proliferacion de células musculares lisas vasculares y en la estimulacion del
factor de crecimiento endotelial y vascular (VEGF) el cual, al interactuar con la sintasa del
oxido nitrico endotelial (eNOS), produce 6xido nitrico (NO) estimulando la angiogénesis e
incrementando la permeabilidad vascular, todo lo cual aumenta el area de superficie efectiva
peritoneal y deteriora la ultrafiltracion peritoneal (19; 20). En un estudio de Plum et al, los
pacientes caracterizados como transportadores altos de acuerdo a las PEP tuvieron una capa
fibrosa submesotelial aumentada en relacién con otros pacientes con DP y con los sujetos

control. Ademas, el grado de vascularizacion se correlacion6 con el grado de fibrosis (21).

Las vias de sefalizacion afectadas a través de la activacion de la Rho GTPasa
incluyen la regulacién de la proliferacion celular, expresion de genes, contraccion de
mausculo liso, actividad de canales ionicos, permeabilidad endotelial, produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), metabolismo de fosfolipidos y mas. Los inhibidores de las vias
de sefializacion Rho A y Rac 1, incluyendo inhibidores Rho Kinasa y estatinas tienen la
capacidad de evitar la proliferacion de los fibroblastos, disminuir la permeabilidad endotelial
la migracion celular, y la produccién de citocinas. Ademas existen datos que indican que se
requiere de las vias de sefializacion Rho A para la transformacion, proliferacion celular y
apoptosis en diversos tipo celulares, incluyendo fibroblastos y musculo liso vascular, a través

de la activacion de NF-xB (22; 23).

Los inhibidores de la 3-Hidroxil-3-metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) reductasa,
0 estatinas, constituyen la clase mas potente de farmacos para disminuir los niveles de

lipidos. Investigacion extensa, principalmente en la ultima década sugiere que los beneficios



clinicos de estos farmacos podrian estar relacionados a una mejoria en la disfuncion
endotelial, una reduccion en la trombogenicidad de la sangre, propiedades anti-inflamatorias,

y recientemente, acciones inmunomoduladoras (24).

Por otra parte, las estatinas han sido empleadas ampliamente para reducir los niveles
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y para prevenir la aterosclerosis (25; 28). Existen
importantes aportaciones donde las estatinas mantienen propiedades anti-inflamatorias, como
disminuir la proteina C-Reactiva (PCR), reducir la angiotensina Il (Ang 1) (27).
Dunzendorfer y colaboradores demostraron que la pravastatina suprime la quimiotaxis de
Neutrofilos y la trasmigracion y la generacion de superdxido en Neutrdfilos en respuesta la

tripéptido formil-Metionil-Leucina-Fenilalanina (f-MLP) (27-28).

Los efectos de “pleiotrépicos” de las estatinas, o independientes del colesterol,
incluyen la suprarregulacién y activacion de la eNOS. Ya que las estatinas inhiben un paso
temprano en la via biosintética del colesterol, también inhiben la sintesis de isoprenoides,
tales como el farnesilpirofosfato y el geranilgeranilpirofosfato, los cuales son importantes
uniones lipidicas postranslacionales para las moléculas de sefializacion intracelular como las
Rho GTPasas, lo cual incrementa la produccién y biodisponibilidad de NO derivado del

endotelio (29; 30).

Los isoprenoides activan la proteina-G Rho, llevando a su translocacion desde el
citoplasma hacia la membrana celular. La activacién de Rho, Rho-kinasa, y proteinas-G
relacionadas inhiben la actividad y la produccion del NO, afectan la estructura celular, y

promueven la inflamacion (30).



Las estatinas blogquean la isoprenilacion y por lo tanto la expresion membranal y la
activacion funcional de los miembros de la familia Rho. La inhibicién de Rac 1 y Rho A por
las estatinas reduce la expresion de marcadores hipertréficos tales como el factor natriurético
auricular y la cadena ligera de miosina 2V en respuesta a la Ang Il (32). También se ha
investigado el efecto de las Rho GTPasas en las células mesangiales y el efecto de las
estatinas sobre estas vias de sefializacion (31). No se ha estudiado la participacion de éstas

vias de sefializacion en las células mesoteliales del peritoneo humano.

Existen otros estudios sobre el efecto de las estatinas en cultivo de células
mesoteliales de pacientes en dialisis peritoneal sobre algunos mediadores de la inflamacion

pero sin un estimulo bacteriano o sus productos (33).

Por lo anterior, es altamente probable que, la supresion en la produccién de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-8, IL-10, TNF-a y VEGF) por las células mesoteliales
peritoneales provenientes de liquido de dialisis en cultivo de pacientes transportadores altos,
con farmacos in vitro, pueda reducir las alteraciones peritoneales y, con ello, disminuir estas
alteraciones, responsables de muchos de los problemas que tienen lugar en el transporte
peritoneal. De estas drogas sobresalen, por su accion, sobre el sistema inmune, en especial
sobre los macrofagos, simvastatina y la atorvastatina, compuestos que forman parte de la
misma superfamilia de modificadores de factores de la transcripcion, regulando la expresion

génica a nivel de la region promotora de muchos genes (34).

La simvastatina ha demostrado suprimir la expresion del factor tisular, ademas de
incrementar la actividad fibrinolitica en células mesoteliales previamente estimuladas con

TNF-a, (35), aun independiente de la disminucion de los niveles de colesterol (36).



Se ha utilizado el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos para
aumentar el namero de células en la cavidad abdominal y para mejorar su funcién (37).

Ademas para la diferenciacion in vitro de cultivos de células mesoteliales.

Existen 4 factores estimulantes de colonias que han sido aislados y caracterizados:
1) factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF); 2) rhGM-CSF; 3) factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF); y 4) IL-3. Solo dos, rhGM-CSF y G-CSF;
son elaborados comercialmente de forma recombinante. Ambos factores son producitos por
monocitos y macrofagos, por exposicion a lipopolisacaridos bacterianos, los que sirven

para activar la respuesta inflamatoria en caso de invasion de patogenos (38; 39).



MATERIAL Y METODOS

El objetivo fue determinar el efecto de la simvastatina sobre la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias IL-1, IL-6, y TNF-a; y sobre la expresion de Rho A, por las CMP (cultivo
primario) de pacientes en DPCA con TPA. El objetivo secundario fue cuantificar la

transmigracién de macrofagos peritoneales a través de un Sistema Transwell.

Realizamos un disefio experimental longitudinal, comparativo, con la determinacion
de los mediadores inflamatorios y expresion de la via de sefializacion en cultivos primarios
de CMP. Inicialmente también se midi6 el nimero de macrofagos peritoneales en el cultivo

primario, antes y después de la administracion de rhGM-CSF.

Se incluyeron un total de 10 pacientes en DPCA con TPA y 10 pacientes sin TPA
(grupo control) de 18 a 55 afios de edad, los cuales pertenecian al area de influencia de la
UMAE “La Raza” del IMSS y que firmaron la carta de consentimiento informado. La toma
de las muestras (liquido peritoneal) se realizd en el periodo comprendido de Enero a Marzo
de 2007 en la Unidad de dialisis peritoneal de esta Unidad, utilizandose el liquido de la

primera bolsa de dialisis de la mafiana.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: 1) no ser portadores de infeccion por
VHB, VHC o VIH; 2) no haber presentado peritonitis de cualquier etiologia en los 3 meses
previos al estudio; 3) no tener diagnostico de enfermedad inflamatoria sistémica o de
neoplasia  maligna a cualquier nivel; 4) no haber ingerido esteroides, drogas

inmunosupresoras o estatinas en los 3 meses previos.



Los macrdfagos peritoneales fueron aislados, desde el efluente peritoneal nocturno de
la solucién de dialisis de glucosa al 1.5% 2000 ml, con permanencia de 10 h en cavidad libre
de infeccion. El volumen completo fue recolectado y centrifugado a 1,500 r.p.m., por 10
minutos. Las células se resuspendieron en 1 ml de solucion salina. Se valoré ademas
morfologia, con tincion de Turk utilizando una dilucion de 1:2 y la viabilidad con técnica de
exclusion de azul tripan, la cual, en todos los casos fue mayor al 90%, realizandose asimismo
la técnica de esterasa no especifica y la técnica de Diff-Quick (Stravigen, Uni-versal Kit, Bio

Genex Laboratories).

Se cultivaron 40 000 células mesoteliales en transwell de 3 mm, de tamafio del poro
(Corning Incorpored N.Y. 14831 USA), con administracion previa de gelatina al 1%,
dejando 3 dias para lograr confluencia, confirmada ésta con cristal violeta. Se administro
100,000 macrofagos por pozo y, como estimulo, rhGM-CSF a diferentes dosis (200, 100, 50,
25, 12.5 pg/ml), asi como f-MLP, dejando transmigrar durante 4 horas. Se realiz6 ademas
cuenta de células con citometria de flujo (FACScanRSystem : Becton-Dickinson),
comparandolas con el testigo a 10 minutos. Todos los anticuerpos utilizados fueron de Dako,

Glostrup, Dinamarca.

Para estandarizar la dosis-respuesta del rhGM-CSF, se empled la linea tumoral de
monocitos U 937, la cual fue mantenida por pasaje con RPMI y SFB al 10%, a dosis de 50,

100, 200, 300 ng/ml del rhGM-CSF.

En el anélisis de la transmigracion peritoneal no hubo diferencias en los grupos
estudiados ya que cada sujeto fue su propio control (cuantificacion antes y después). Se

utilizé6 una t de Student para grupos dependientes para comparar las medias de las



concentraciones de macrofagos peritoneales antes y después de la administracion de rhGM-
CSF en el Sistema Transwell. Para el analisis estadistico se consideré un nivel de a de 0.05

y un valor de B 0.80. Se utilizé el paquete estadistico SPSS 12.0 para Windows.



RESULTADOS

Transmigracion

Se cultivaron 40 000 células mesoteliales en transwell de 3 mm, de tamafio del poro
(Corning Incorpored N.Y. 14831 USA), con administracion previa de gelatina al 1%, dejando
3 dias para lograr confluencia, confirmada con cristal violeta. Se administraron 100,000
macrofagos por pozo y, como estimulo, rhGM-CSF a diferentes dosis (200, 100, 50, 25, 12.5
pg/ml), asi como f-MLP, dejando transmigrar durante 4 h. Se realiz6 ademas cuenta de
células con citometria de flujo (FACScanRSystem: Becton-Dickinson), comparandolas con
el testigo a 10 minutos. (todos los anticuerpos utilizados fueron de Dako, Glostrup,

Dinamarca).

Los macrdfagos aislados de los liquidos peritoneales nocturnos, de los pacientes en
DPCA, fueron separados por adherencia al vidrio, comprobando su viabilidad mediante la
tincion, por exclusion, de azul tripdn de mas del 90%, comprobada por la técnica de esterasa
no especifica. También estas células mostraron positividad para la tincion de Diff Quick (ver

anexo).

El rhGM-CSF mostr6 cambios proliferativos, a una dosis de 100 ng/ml.

El rhGM-CSF aumenta la migracion de macrofagos peritoneales de los pacientes en

DPCA en un sistema Transwell con células mesoteliales.

Para comprobar si el rhGM-CSF provocaria un aumento en la migracion de los

macrofagos peritoneales simulando una membrana peritoneal con células mesoteliales se



empleo el sistema Transwell, alcanzando una diferencia significativa importante. El conteo
celular se llevd a cabo por citometria de flujo mediante el anticuerpo anti-CD64,
encontrdndose una mayor migracion significativa con el uso de rhGM-CSF (ver anexo), con

una p = 0.0019.

Ahora solo falta la segunda fase del estudio en el que utilizaremos la simvastatina
para observar el cambio en la produccion de los marcadores inflamatorios antes y despues de

su uso sobre las células mesoteliales.



DISCUSION

Mediante el método de Transwell se demostrdé que mediante el rhGM-CSF aument6
en un 30% la migracion de los macrofagos peritoneales. Estos resultados estan en

concordancia con los de otros autores (37; 38).

Recientemente, se demostrd que la administracion de rhGM-CSF guia a un marcado
reclutamiento transitorio de macrofagos peritoneales, paralelamente con un incremento en las
proteinas quimioatrayentes (37). Asimismo, el rhGM-CSF estimula la sobrevida,
proliferacion y diferenciacién de las células progenitoras de la linea monocito-macréfago y
activa varias funciones anti-infecciosas o tumoricidas. Se comprobd, ademas, que los
macrofagos peritoneales potencialmente liberan quimiocinas, sobre el estimulo de rhGM-

CSF (40).

Debido a la complejidad del peritoneo, poblado por diferentes tipos celulares, algunos
investigadores han utilizado el cultivo celular para investigar la biologia molecular y celular
de las células mesoteliales peritoneales. Es asi como cada tipo de célula muestra un fenotipo
especifico, caracterizado por sus constituyentes de membrana (receptores hormonales,
integrinas y ectoenzimas), proteinas intracelulares, sintesis y liberacién de productos
especificos (p. ej., proteinas de la matriz extracelular, prostanoides y citocinas), asi como por
su morfologia y actividad de transporte vectorial; siendo esta Gltima, una actividad

caracteristica de las células mesoteliales peritoneales (14).

Esta tecnica de cultivo celular presenta igual o mayor efectividad que otros

propuestos en la literatura, con técnicas diferentes a la que se realizé en dicho estudio, con lo



que podemos proponerla una vez mas para su utilizacién en la investigacion de la funcion de

las células mesoteliales peritoneales.

Las células mesoteliales han sido consideradas durante mucho tiempo, victimas de la
agresion peritoneal producida por la didlisis, y su posible participacion en los procesos de
fibrosis no ha sido examinada con detalle (11; 12). En este contexto, las células mesoteliales
en cultivo tienen la capacidad de cambiar su morfologia y de producir componentes de la
matriz extracelular, en respuesta a distintos estimulos. Ademas, el tratamiento de las células
mesoteliales in vitro, en medios con altas concentraciones de glucosa o citocinas

proinflamatorias e induce la expresion de TGF-f (13;14).

Las defensas innatas de la cavidad peritoneal, mediante su actividad celular, son
sumamente importantes en los pacientes en DPCA. En este reporte se describe como los
macréfagos peritoneales de pacientes en DPCA pueden ser manipulados in vitro, mejorando
asi su capacidad fagocitica oxidativa y no oxidativa, con variable intensidad mediante el

rhGM-CSF.

El rhGM-CSG fue el primer factor, identificado como tal, que induce la proliferacion
y diferenciacion de monocitos y granulocitos, estimulando también su funcién y su sobrevida

in vitro, produciéndose en respuesta a la activacion inmunoldgica e inflamatoria.

El rhGM-CSF previene la apoptosis y actia en los neutréfilos, prolonga la
supervivencia, incrementa la quimiotaxis y la muerte intracelular y, en precursores de
monocitos-macréfagos, estimula su proliferacion y diferenciacion en la médula dsea, asi

como aumenta la citotoxicidad e incrementa la fagocitosis.



El rhGM-CSF tiene efectos especialmente en macrofagos. En su origen, tanto el G-
CSF como el rhGM-CSF son similares: células endoteliales, monocitos, macréfagos,
dendriticas y fibroblastos. La produccion de ambos factores, por monocitos y macrofagos, es
por exposicion a lipopolisacéaridos bacterianos, los que sirven para activar la respuesta

inflamatoria en caso de invasion de patdgenos.



CONCLUSIONES

Nuestros resultados confirman la hipétesis de que los macréfagos peritoneales pueden
modificar sus funciones, mediante el rhGM-CSF. Sdlo falta la segunda parte del estudio en la
cual administraremos simvastatina a los cultivos de CMP después de la medicién basal de los
niveles de mediadores inflamatorios y las vias de sefializacion intracelular de la familia Rho,
para determinar el efecto de esta estatina como agente anti-inflamatorio a nivel peritoneal

para el tratamiento de pacientes con TPA.
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ANEXOS

Macrofagos peritoneales

Células Mesoteliales

Membrana de 3um de diametro

Esquema del Sistema Traswell. Este sistema asemeja una membrana peritoneal
humana, donde se siembran las células mesoteliales de los pacientes en DPCA.
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* P <0.0019

Transmigracion. Transmigracion de macrofagos peritoneales a través de un
Sistema Transwell de células peritoneales



Microscopia de contraste de fases. Macrofagos peritoneales de pacientes en DPCA
con mas de 90% de viabilidad (60x).



Microscopia éptica con tincion de esterasa no especifica. Macrofagos peritoneales de
pacientes en DPCA con viabilidad del 92% (60x).
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